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Abstract (Basic): RU 2170741 C2 

NOVELTY - Described is method of preparing cyclosporin. 
DETAILED DESCRIPTION - Described is method of preparing cyclosporin 
of formula II: 

A-B-X-MeLeu-Y-MeLeu-Ala- (D) Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal (II) 
where 

A=is residue of 3 1 -dexoxy-3 1 -oxo-HeBmt ; 
B=is alpha Abu-, Thr-, -Val- or Nva; 

X=is Sar- or residue of optically active alpha-N- methylated 
alpha-amino acid in D-conf iguration; 
Y=is Val- or when B is Nva. 

The method comprises selective oxidation of intermediate 
cyclosporin of formula II where A is MeBmt, dimethyl sulfoxide in 
combination with N, N 1 -dicyclohexyl carbodiimide or dodecylmethyl 
sulfoxide in combination with N, N 1 -dicyclohexyl carbodiimide. 

USE - Biochemistry. 

ADVANTAGE - Simplified process, more ecological process and 
increased yield of the desired product, 
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(57) Resumo: Ptftftt de tom&K -PROCESSO DEPHODUgto*. 
Preoono para • pro du pi o de urna [3TdaatiodQ7-ujuj MtDwt] IcteJoeforta, 
am particular di Mnnuai am que A * uro resMuo T-daao^-ofe MeBmt, 
S* -Sar- ou rasMuo de urn miduodi attaa i rtn odctto afla-N-metibi do. 

BoataterU.Piftro BoiMnger.Trcvor Glyn acScionB|mentei B a Nva. Nva con y raandando curfHvar urn 

organlamo pm produar uma cte Wp or toa i n tem n d hl ni di ttrmuta II. tm 
quaAeMaBmt 



Relatorio Descritivo da Patente de Invengao 
para -PROCESSO DE PRODUCED" . 

Esta invengao refere-se a urn process© para a 
produgao de uma JV-desoxi-S'-oxo-MeHmt] 1 ciclosporina, em 
particular a urn processo para a produ?ao de 
[3 1 -desoxi-3 1 -oxo-MeBmt] l - Qjva] 2 -ciclospor ina ou 
[3 ■ -des6xi-3 1 oxo-MeBmt] x - [yafj 2-ciclospor ina • 
5 De acordo com a presente invengao, 6 provido urn 

processo para a produgao de uma 

[3 , -des6xi-3 , -oxo-MeBmt] 2 -ciclosporina da f6rmula II 

II 

-A-B-X-MeLeu-Y-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- 
123456 7 6 9 10 11 



em que 

A 6 urn residuo S'-desdxi-S'-oxo-MeBmt; 
10 B 4 un -alfaAbu-, -Thr-, -Val- ou -Nva-; 

X 6 -Sar- ou o residuo de urn residuo de alfa- 
aminoicido alfa-N- metilado, opcionalmente ativo, tendo a 
configurable ID), m 

Y t -Val- ou, adicionalmente, guando B £ Nva, 
15 Nva, compreendendo cultivar urn organismo para produsir uma 
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• ■ 

• •• 

ciclosporina intermediaria da fdrmula II, em que A 6 I 
MeBmt; recuperar a ciclosporina intermedials a oxidar 

•* • • 

seletivamente a ciclosporina intermedi&ria, para produzir 

uma ciclosporina de formula II, em que A 6 um residuo *;"'• 

5 3 , -des6xi-3 , -oxo-MeBmt. " ## *l 

Compostos da formula II r em que A 6 um residuo « *• 

• " I 

de 3'-des6xi-3'-oxo-MeBmt, sao uteis para aumentar a # -*/. 
sensibilidade ou para aumentar a ef iciencia de terapia com 
medicamento quimioterapeutico e, em particular, sao uteis 

10 para inverter a resistencia de tipos variados (p. ex. ad- 
quiridos ou inatos), ou para aumentar ou restaurar a 
sensibilidade de terapia com medicmento administrado. 
Formas de terapia com medicamento quimioterapeutico k qual 
estes compostos podem ser aplicados incluem, por exemplo, 

15 quimioterapia antiparasitics, p. ex. antivirotica, 
antibacteriana ou antiprotozoal a e f em particular, 
quimioterapia antineoplastics ou citostitica. 

Ciclosporinas particularmente preferidas, que 
podem ser produzidas utilizando-se o processo da invengao, 
sao JS^desdxi-S'-oxo-Mettnt^-lNviO^ciclosporina ou espe- 
cialmente [3 1 -des6xi-3 1 -oxo-MeBmt] x - \yaf\ 2 -ciclosporina . 

20 Estes compostos sao preparados, oxidando-se 
{jNwQ 2 -ciclosporina e [vaf) 2 -ciclosporlna, e estes 
processes de oxida?ao per ae sao incluidos no escopo da 
invengao. 

Conssquentemente, em um aspecto adicional da 
invemjao, 6 provido um processo para a produgao de 
D'-desdxi-S'-oxo-MeBmtO^CBQ^ciclos porina em que B 1 6 
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Nva ou Val compreendendo oxidar 2 -ciclosporina. • \\ 

[yal] 2 -ciclosporina 6 conhecida tamb*m como ciclosporina 

• • • 

**• •••• 

• • 

A £BQ 2 -ciclosporina para uso no procesao da 

: . s 

oxidagao pode aer obtida por cultivo de urn organismo que *° # J 
produz [B^ 2 -ciclosporina ou pode ser produzida por . 
sintese parcial ou completa, inclusive derivatizagao de 11 l\ 
uma ciclosporina diferente ou produto de fennentagao 
5 correlato. 

Qualquer agente de oxidagao, solvente, 
catalisador ou condi$5es de reagao ou esquema adeguado 
pode ser utilizado na etapa de oxidagao do process© da 
invengao ou o processo do aspecto adicional. Reagentes 

10 apropriados para a reagao de oxidagao incluem sulfeto de 
dimetila em combinagao com N-cloro-succinimida ou, 
prefer ivelmente, sulf6xido de dimetila em combinagao com 
N,N ; -diciclohexilcarbodiimida, prefer ivelmente em um sel- 
vente organico nao-polar tal como tolueno. Mais 

15 preferivelmente, porem, sulf6xido de dodecil metila em 
combinagao com N,N'-diciclohexilcarbodiimida 6 utilizado 
como agente de oxida?ao em um solvent e tal como tolueno. 
Sulf6xido de dodecil metila 6 preferido tanto a sulfeto de 
dimetila e guanto a sulf6xido de dimetila, uma ves que 

20 sulfeto de dimetila & indesejAvel por razdes de seguranga 
e ecol6gicas, e sulf6xido de dimetila da lugar & produgao 
de sulfeto de dimetila como subproduto da reagio. Tambfo 
h& menos problemas de odor indesejivel associados ao uso 
de sulf6xido de dodecil metila, Freferivalmente, a reagao 
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de oxidagao e realizada a baixa temperatura, p.ex. de -15: %S 
a +20»C. S .-- # 



A invencao e descrita, a titulo de llustracao * 

: : 

apenas, com base no seguinte exemplo, que descreve a 

: •.: 

preparagao de ^ . 

P ■ -des6xi-3 1 -oxo-MeBmt] x - fvaQ 2-clclospor ina . 



Exemplo . . . 



a- Preparacao de Ciclosporlna D 

A ciclosporlna D (tambem conhecida como 
Cval3 2 ~ciclosporina) e preparada por fermentacao de um or- 
ganismo adequado, tal como tolypocladium inflatum GAMS 

10 (depositado com o OS Northern Regional Research 
Laboratories Culture Collection, como deposito No. NRRL 
8044), recuperado do caldo de fermentacao e, 
subsequentemente, purificado como descrito abaixo. 

500 1 de uma solucao de nutriente contendo por 

15 1, 40 g de glicose, 2 g de caseinato de sodio, 2,5 g de 
fosfato de amonio, 5 g de MgS0 4 7H20, 2 g de RH2PO4, 3 g of 
NaN03, 0,5 g of KC1, 0,01 g de FeS(>4 e agua 
desmineralizada all, sao inoculados com 50 1 de uma pre- 
cultura da cepa NRRL 8044 e sao incubados em um fermen- 

20 tador de ago sob agitagao (170 rpm) e aeragao (1 1 
ar/minuto/1 solugao de nutriente) por 13 dias a 27°C (vide 
Pedido de Patente alemao publicado n° 2.455.859). 

O licor de cultura e agitado com a raesma 
quantidada de n-butyl acetato, eoneentrado por e vapor agio 

25 em um vacuo, apos separagao da fase organica, e o extrato 
cru e desengordurado por uma separagao de 3 fases entre 



•• 
•» • 



• • • 
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• .: 

metanol/agua (9:1) e eter de petrdleo. A fase metan6lica e: \: 

separada, concent rada por evaporacao em urn vacuo e o •••• 

• • • 

produto cru e precipitado pela adicao de agua. 0 material 

: : 

obtido quando da filtracao e cromatografado sobre silica ;***, 

: 

5 gel com hexano/acetona (2:1) como eluente. As fracoes ** \ 

inicialmente eluidas contem predominantemente ciclosporina . 

• • i 
•* * 

A e ciclosporina D, e as fracoes eluidas poster iormente 

• • • 
. •• • 

contem predominantemente ciclosporina C. Para maior 
purificagao, as fragoes contendo ciclosporina A e D sao 

10 cristalizadas a partir de duas vezes a duas e meia vezes a 
guantidade de acetona a -15°. O cristalato e novamente 
cromatografado duas vezes sobre silica gel, as fragoes 
inicialmente eluidas com etil acetato saturado com agua, 
contendo ciclosporina D em forma grandemente enriquecida. 

15 Estas sao dissolvidas em duas vezes a guantidade de 
acetona e sao deixadas cristalizar a -15° C. 0 produto 
cristalino cru resultante da ciclosporina D £ dissolvido 
para maior purificagao em uma guantidade 10 vezes maior de 
acetona, 2% em peso de carvao ativo sao adicionados, e se 

20 efetua urn aguecimento por 5 minutos a 60 °C. O filtrado 
claro quase incolor, obtido guando da filtragao sobre 
talco 6 concentrado por evaporagao a urn tergo de seu vo- 
lume e 6 deizado esfriar A temperatura ambiente, ap6s o 
gue a ciclosporina d cristaliza-se espontaneamente . A 

25 cristalizagao 6 completada deixando-a parade a -17° C. Os 
cristais obtidos por f iitragSo sSo lavados com uma peguena 
guantidade de acetona gelada e sao secados 
subseguentemente em urn vicuo elevado a 80* C por 2 boras. 
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5 b- Preparacao de Sulf6xido de Dodecil met i la 



CARACTERI Z AQ AO DE ciclosporina D 
Cristais prismiticos, incolores P.P. 148-151° C. 
(alfa)o 20 = -245° (c=0,52 em clorof6rmio) 
(alfa)o 20 a -211° (c=0,51 em metanol) 




478 g (2,2 moles) de aulfeto de dodecil metila, 



52,5 g de acido ac£tico glacial e 1 1 de etanol anidro sao 

• • • 

mm • 

combinados e aquecidos a 70° C com agitagao. Dentro de 90 
min. uma solugao de 215 g (2,2 moles) de per6xido de 

10 hidrogenio em 540 ml de Aqua sao adicionados com agitagao, 
e a agitagao 6 continuada por cerca de 1 hora e at6 que a 
rea^ao esteja completada em pelo menos 90%, conforme de- 
terminado por an&lise croraatograf ica de g&s. A mistura 6 
esfriada entao a 20-25° C, e uma solugao de 27 g de 

15 metabissulfeto de sodio em 41 ml de igua 6 adicionada, e a 
mistura resultante 6 agitada por 20 min, enguanto se 
mant&m a temperatura a 20-25° C. 3 1 de tolueno e uma 
solugao de 93 g de bicarbonato de s6dio em 1,07 1 de igua 
sao adicionados entao, a mistura h agitada e deixa-se as 

20 faees se separarem. A fase aquosa 6 entao descarregada, a 
fase organica lavada com 1 1 de Agua, a 4gua de lavagem 
descarregada e a fase organica concent rada sob pressao 
reduzida a urn volume de cerca de 1,25 1. 0 concentrado £ 
aquecido a 50-55° C e 1,5 1 de hexano 6 adicionado. A 

25 solugao resultante 6 salpicada com cristais de sulf6xido 
de dodecil metila e resf riada por um periodo de cerca de 1 
hora a 20-25° C. e depois agitada a esta temperatura. A 
aolugao 6 esfriada entao a 0-5°C, dentro de um periodo de 
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cerca de 30 rain., agitada a eata teraperatura por cerca de j «j; 
3 horas e o precipitado s6lido e coletado por 

centrifugacao. 0 s6lido e lavado entao com 400 ml de \. s : 

• ■ 

hexano frio (0° C) e secado a uma temperatura nao superior *••••* 

• • 

5 a 60° C sob pressao reduzida para produzir 462 g de ••*•• 

■•• • 

sulf6xido de dodecil metila (cerca de 901 de producao . 

• • • 

te6rica). »••.% 

c- Oxldacao de Cicloaporina D em " ' 

l"3 ' -desoxi-3 \ -oxo-MeBmtl 1 - fyall 2 -ciclospor ina 

269 g (0,22 moles) de cicloaporina D pura sao 

10 dissolvidos em 2,95 1 de tolueno, 283 g (1,22 moles) de 
sulf6xido de dodecil metila, preparado como descrito 
acima, sao adicionados, a mistura e esfriada a 0-5° C e 78 
g de acido dicloroacetico sao adicionados juntamente com 
ma is 50 ml de tolueno. A temperatura da mistura de reacao 

15 e mantida a 0-5° C por cerca de 45 min, apos o que uma 
solugao de 205 g (0,99 moles) de 
N,N'-diciclohexilcarbodiimida em 290 ml de tolueno e adi- 
cionada. A mistura de reacao e agitada por cerca de 30 
min. e ate que a re agio esteja completada em pelo menos 

20 95%, como determinado por cromatografia hplc. Uma solugao 
de 81 g (0,64 moles) de acido oxalico em 630 ml de agua e 
adicionada e a mistura resultante e agitada a 0*5* C por 
cerca de 3 horas. Os s6lidos formados sao separados por 
centrifugacao e lavados com 440 ml de tolueno frio (5* C) 

25 e os s6lidoa sSo deaearregados entio. A fragSo liquids da 
mistura de reacao e oa liquidos de lavagem sao combinados 
entao, as fases sao deixadas separar-se, a fase aquosa e 



descarregada e uma solugao aquosa de bicarbonato de s6dio : 
(80 g en 1,25 1) i adicionada & fase organica, at* que o 
pH atinja 7-8. Ap6s a agita<yao, as fases sao deixadas \. : : 
separar-se, a fase aquosa 6 descarregada e a fase organica ••••• 
5 6 lavada com 650 ml de 4gua. A £gua de lavagem £ 

2 

descarregada e a fase organica 6 evaporada at6 a secura 9 

: . : 

sob pressao reduzida a uma temperatura nao superior a 60° II I 9 

• IS 

C. O residuo £ dissolvido em uma mistura de 560 ml de ace- 
tat o de isopropila e 10 ml de &gua com aquecimento a 

10 55*60° C. Dentro de cerca de 30 min. a solugao 6 esfriada 
a cerca de 40° C e salpicada com cristais de sulf6xido de 
dodecil metila. Por urn periodo de cerca de 90 min a 
mistura 6 esfriada a -10 a - 15° C e agitada a esta tempe- 
ratura por cerca de 4 horas. Os s6lidos sao removidos por 

15 centrifugagao, lavados com 390 ml de acetato de isopropila 
e depois descarregados. A fragao liquida da mistura de 
reagao e os liquidos de lavagem sao combinados entao para 
dar uma solugao de 1,28 kg contendo cerca de 256 g de 
[3 ' -des6xi-3-ooxo-MeBmt] x - [Val) 2 -ciclospor ina ( cerca de 
95% de produgao te6rica). 

20 A solu?ao obtida como descrito acima 6 enrique- 

cida utilizando-se cromatograf ia de silica gel. Duas 
colunas sao preparadas, cada uma contendo 1 kg de silica 
gel suspensa em 2,5 1 de acetato de isopropila e cada uma 
carregada com 162 g de solugao. As colunas sao eluidas a 

25 uma taxa de fluxo de 500 ml/hora com acetato de isopropila 
saturado com agua e fragSes coletadas na faixa dos 
primeiros 4 1 (primeiro eluido), os 500 1 seguintes (se- 



gundo eluido), os 4,5 1 seguintes (tetceiro eluido) e o 1 • \: 

• • • 

1 seguinte (quarto eluido). Como determinado por HPLC, o 
produto desejado esta no terceiro eluido. Assim, os 

• • 

primeiros eluidos sao descarregados e o aegundo e o quarto 'yS 

5 eluido sao retidos para processamento. Os tereeiros 

eluidos procedentes de ambas as colunas sao combinados, . 'J 

• • • 

concentrados sob pressao reduzida a um volume de cerca de^X' 
320 ml e depois evaporados ate a secura sob pressao * 
reduzida a uma temper atura nao superior a 60° C para dar 
10 aproximadamente 40 g de produto. 

Este produto e mais purificado por cristalizacao 
a partir de tert-butil metil eter. Verificase que o 
produto de □ •-desoxi-3'-oxo-MeBmt) '-(Vaf] 2 -ciclosporina 
resultante tern um ponto de fusao na faixa de 195-198° C, 
uma rotagao 6tica (alfa) D 20 — 255, !• (c=0,5 em CHCL 3 ) e um 
15 peso molecular de 1214,65. 

□ '-desoxi-3 ■ -oxo-MeBmQ ■ - Qlvfl] 2 -ciclosporina 
pode ser preparado analogamente por oxidacao de 
0iv^] 2 -ciclosporina, substancialmente com© descrito acima 
para a ocidagao de [yaf] 2 -ciclosporina. 



: \: 
: •"• 

• • m 
• ••• 

•••• 



RElVl HDICAQOES 
1- Proceaso para a produgao de uma ciclosporina^. 
da f6rmula II 



... : 



• • • 

• • • 



II 

-A-B-X-MeLeu-y-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- 
1234 56 7 8 9 10 11 



5 em que 

A e um residuo a'-desoxi-a'-oxo-MeBmt,* 

B e um -alfaAbu-f -Thr-, -Val- ou -Nva-; 

X e -Sar- ou o residue de um residuo de alfa- 
aminoAcido alfa-N- roetilado, opcionalmente ativo, tendo a 
10 configuragao (D), e 

y 6 -Val- our adicionalmente, quando B £ Nva, 
Nva, compreendendo cultivar um organismo para produzir uma 
ciclosporina intermediaria da £6rmula II # em que A & 
MeBmt; recuperar a ciclosporina intermedi&ria e oxidar 
15 seletivamente a ciclosporina intermediAria, para produzir 
uma ciclosporina de £6rmula II , em que A 6 um residuo 
3 ■ -des6xi-3 1 -oxo-MeBmt . 

2- Processo de acordo com a reivindicag&o 1, 
para a produgao de 

D 1 -des6xi-3 1 -oxo-MeBmtQ 2 - piva] 2 -ciclospor ina ou 
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• • • 



Q'-desdxi-S'-oxo-MeBmO^IVaO'-ciclosporina. : 

• • » 

3- Processo para a producao de 

• • • 

Ca'-desdxi-a^oxo-MeBmQ^&Q^cicXosporina, em que B* e 
Nva ou Val, compreendendo a oxida?ao de uma 

• at 

(B 1 ) -cicloaporina. ... j 

4- Processo de acordo com a reivindicagao 1, em,* • 

• mm 

• • ea 

5 que sulfeto de dimetila em combina^ao com N : " # .\ 
clorosuccinimida 6 utilizado como reagente oxidante. 

5* Processo de acordo com qualguer uma das 
reivindicagoes 1 a 3, em que sulfdxido de dimetila em 
combina?ao com N,N'-diciclohexilcarbodimida ou sulf6xido 
10 de dodecil metila em combinagao com 

S.N'-diciclohexilcarbodiimida £ utilisado como o agente de 
oxidagao. 

6- Processo de acordo com a reivindicagao 4 ou 
5 f em que o processo k realizado a uma temperatura entre 
15 -15° a +20° em urn solvente organico nao-polar tal como 
tolueno. 



Patente de Invencao: "PROCESSO DS PRODUQAO." 

Processo para a produ?ao de uma 
[3'de36xi-3 , -oxo-MeBmt] 1 cicloaforina, em particular da 
£6rmula 

II 

-A-B-X-MeLeu-Y-MeLeu-Ala- ( D ) Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- 
1234 56 7 8 9 10 11 



• 

• ■ % 
• 

• 0 • 

• • « 

• # • 

« * 

• • • 

• * • 



em que 

A 6 urn residue S'-deadxi-S'-oto-MeBrnt. , 

B 6 -Sar- ou o residuo de urn residuo de alfa- 

amino£cido alf a-N-metila do, opcionalmente ativo r tendo a 
10 configuracao (D) r e 

y e -Val- ou, adicionalmente, quando B 6 Nva, 

Nva compreendendo cultivar urn organismo para produzir uma 

ciclosporina intermedi£ria da f6rmula II, em que A 6 

MeBmt. 
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